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論文内容要旨
 Secreしoryleukopro七easeinhibitor(SLPI)は107個のアミノ酸からなるセリンプロテアーゼ
 インヒビターで,気道,精嚢,および子宮頸管の粘液,鼻汁,唾液に含まれている。SLPIの生
 理的機能は炎症時の組織破壊の防御と推測されているが,この蛋白質の変異あるいは欠損に伴う
 疾患は報告されておらず,まだ本来の生理的機能は解明されていない。SLPIは4っのエクソン
 からなる単一の遺伝子にコードされており,SLPI遺伝子の上流1.4kbまでの塩基配列もすでに
 決定されている。
 抗体を用いた免疫組織染色によれば,SLPIの気道における産生は粘膜上皮細胞のうち気管支
 腺の漿液細胞,杯細胞,クララ細胞に局在している。またSLPImRNAの存在は組織あるいは
 細胞特異的であることが報告されている。さらに,培養細胞を用いて調べた核内転写活性やクロ
 マチン構造から,SLPI遺伝子の細胞特異的発現には転写調節が関与していることが示唆されて
 いる。
 そこで気道における細胞特異的な遺伝子発現調節に関する知見を得るためにSLPI遺伝子を取
 り上げ,この遺伝子の発現調節とそのプロモーターの構造と機能について調べた。本研究では培
 養細胞を用いて,まずSLPI遺伝子の発現調節をmRNAのレベルで検討し,つぎにこの遺伝子
 の上流領域に転写調節のシスエレメントとしての構造と機能があるかどうか検討した。培養細胞
 は,ヒト子宮頸癌由来のHeLa,ヒト肺癌由来のA549,ヒト肝癌由来のHepG2,およびヒト胎
 児肺由来のMRC-5の4種類を用いた。
 まずSLPImRNAの有無を調べるためにHeLa,A549,HepG2からそれぞれ抽出したpoly
 (A)キRNAを用いて,ノーザンブロットハイブリダイゼーションを行った。その結果,HeLa
 とA549ではSLPImRNAが認められたが,HepG2では認められなかった。さらに検出の感度
 を上げて,HepG2から調製したcDNAを鋳型としてRT-pCRを行っても,やはりHepG2由
 来のPCR産物にSLPIcDNAの増幅は認められなかった。また加。諭。転写で合成したSLPI
 mRNAをスタンダードとしてスロットブロットハイブリダイゼーションを行ったところ,HeLa
 の細胞内金RNA1μg中には2.8pgのSLPImRNAが認められたが,MRC-5には認められな
 かった。以上の実験よりSLPImRNAを認める細胞と認めない細胞があることがわかり,SLPI
 遺伝子の細胞特異的な発現は少なくともSLPImRNAの有無により調節されていることがわ
 かった。
 続いてSLPI遺伝子の転写調節に関与しているシスエレメントをこの遺伝子の上流領域におい
 て調べた。まずシスエレメントのクロマチン構造の特徴であるDNaseI高感受性領域をSLPI遺
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 伝子の上流約5kbにおいて検索した。その結果,HeLaのクロマチンでは,SLPI遺伝子の上流
 50,250,550bp,およびイントロン1の計4カ所にDNaseI高感受性領域が見つかった。次に
 バンドシフトアッセイを行ったところ,DNaseI高感受性領域にほぼ対応するDNA断片はその
 塩基配列に特異的にHeLaの核蛋白質と結合することがわかった。すなわち,これらの領域は,
 転写調節のシスエレメントとしての構造上の特徴を備えていることがわかった。
 さらにこれらのDNaseI高感受性領域付近にシスエレメントとしての機能があるかどうかを
 調べるために,ルシフェラーゼ遺伝子上流にSLPI遺伝子の上流領域を接続したプラスミドを構
 築した。これらを培養細胞へ導入し,そこで発現されたルシフェラーゼ活性を測定した。この際,
 Roussarcomavirus(RSV)プロモーターにchloramphenicolacetyltransferase(CAT)遺
 伝子を接続したpRSVcatも同時に導入し,生じたCAT活性でルシフェラーゼ活性を標準化し
 た値をプロモーター活性とした。上流1228bpまでの領域をHeLaに導入したときのプロモー
 ター活性を100%とすると,この領域はHepG2では18%の強さしか示さず,上流1228bpまで
 の領域に細胞特異的シスエレメントの存在が考えられた。順次この領域を5'側より欠失させプ
 ロモーター活性を比較すると,HeLaでは上流91bpまで欠失させても有意な変化は認められな
 かった(P<0.05)。一方,HepG2では上流132bpから91bpまでの欠失により17%から9%
 と有意な低下(P<0.002)を示したものの,いずれもHeLaに上流1228bpまでの領域を導入し
 た際の1/6から1/11程度の活性しか示さなかった。以上より,HeLaのクロマチンで検出され
 た上流250,550bpのDNaseI高感受性領域付近にシスエレメントとしての機能は認められず,
 上流91bpまでの領域に細胞間の差を生み出す細胞特異的シスエレメントの存在が考えられた。
 本研究により示されたSLPI遺伝子発現調節の機構をさらに気道上皮細胞由来株においても検
 討すれば,気道に豊富に存在する本蛋白分解酵素阻害物質の生理的意義の解明にもつながること
 が期待される。
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 審査結果の要旨
 気道上皮細胞における細胞特異的な遺伝子発現調節の研究は始まったばかりである。気道上皮
 細胞の各種遺伝子の発現調節機構の解明は,感染,発癌,炎症などの呼吸器疾患の病態解明に寄
 与することが予想されるほか,気道上皮細胞へ導入した遺伝子の発現制御の方法の開発に寄与す
 ることが期待される。本研究は気道・耳下腺・子宮頸管・精嚢の粘膜上皮細胞に発現が限局して
 いるセリンプロテアーゼインヒビターsecretoryleukoproteaseinhibitor(SLPI)の遺伝子を
 取り上げ,この遺伝子の発現調節について調べたものである。著者は4種類の培養細胞(ヒト子
 宮頸癌由来のHeLa,ヒト肺癌由来のA549,ヒト肝癌由来のHepG2,ヒト胎児肺由来のMRC-
 5)を用いて,SLPI遺伝子の発現調節をmRNAのレベルで検討し,つぎにこの遺伝子の上流領
 域で転写調節のシスエレメントとしての構造と機能を検討した。その結果:
 1)ノーザンブロットハイブリダイゼーション,スロットブロットハイブリダイゼーション,
 RT-PCRにおいて,SLPlmRNAを認める細胞(HeLaとA549)と認めない細胞(HepG2と
 MRC-5)があり,SLPI遺伝子の細胞特異的な発現は少なくともmRNAレベルにより調節され
 ていることが示された。
 2)シスエレメントの特徴的クロマチン構造であるDNaseI高感受性領域はHeLaのクロマチ
 ンでは,SLPI遺伝子の上流50,250,550bp,およびイントロン1の計4ケ所に見出され,バン
 ドシフトアッセイにおいてDNaseI高感受性領域にほぼ対応するDNA断片は,その塩基配列に
 特異的にHeLaの核蛋白質と結合した。これは本領域が転写調節シスエレメントの構造上の特徴
 を備えていることを意味する。
 3)SLPI遺伝子の上流領域にルシフェラーゼ遺伝子を接続したプラスミドを細胞へ導入したと
 ころ,HeLaのクロマチンで検出された上流250,550bpのDNaseI高感受性領域付近にはシス
 エレメントの機能は認められず,上流91bpまでの領域に細胞間の差を生み出す細胞特異的シス
 エレメントの存在が示された。さらにこの上流91bpまでの領域はDNaseIに感受性を示し,核
 蛋白質とその塩基配列特異的に結合する事実は,SLPI遺伝子の細胞特異的転写調節に関与する
 転写因子の存在を示唆する。
 本研究は気道上皮細胞そのものを対象としなかった点に問題を残すが,SLPI遺伝子の特異的
 発現細胞である子宮頸癌由来のHeLaで機能するシスエレメントを見出し,これに塩基配列特異
 的結合を示す核蛋白質の存在を示した。これらの知見は気道上皮細胞における遺伝子発現調節,
 とくに転写調節の機序の解明に寄与するものと考えられ,学位に値するものと考える。
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